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A/G ratio: albumin globulin ratio 
ABC:  adenosine triphosphate binding cassette 
ALP:  alkaline phosphatase 
ALT:  alanine aminotransferase 
AST:  aspartate aminotransferase 
ATP:  adenosine triphosphate 
AUC:  area under the concentration-time curve 
Bsep:  bile salt export pump 
BUN:  blood urea nitrogen 
CAR:  constitutive androstane receptor 
cDNA:  complementary deoxyribonucleic acid 
COX:  cyclooxygenase 
CsA:  cyclosporine A 
Ct:  threshold cycle 
CYP:  cytochrome P450 
DAI:  disease activity index 
dNTPs:  deoxyribonucleotide triphosphates 
DSS:  dextran sulfate sodium 
EMIT:  enzyme multiplied immunoassay technique 
FXR:  farnesoid X receptor 
HE:  hematoxylin-eosin 
HPLC:  high-performance liquid chromatography 
HRP:  horseradish peroxidase 
HTAB:  hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide 
IL:  interleukin 
INM:  indomethacin 
iNOS:  inducible nitric oxide synthase 




Mdr2:  multidrug resistance 2 
MPO:  myeloperoxidase 
mRNA:   messenger ribonucleic acid 
Mrp2:  multidrug resistance-associated protein 2 




NSAIDs:  non-steroidal anti-inflammatory drugs 
Ntcp:  sodium taurocholate cotransporting polypeptide 
Ost:  organic solute transporter 
OTC:  over the counter 
PCR:   polymerase chain reaction 
PGE2:  prostaglandin E2 
P-gp:  P-glycoprotein 
PVDF:   polyvinylidene difluoride 
PXR:  pregnane X receptor 
RNA:   ribonucleic acid 
RNase:  ribonuclease 
RT-PCR:  reverse transcription-polymerase chain reaction 
RXRα:  retinoid X receptor α 
S.D.:  standard deviation 
S.E.:   standard error 
SDS:  sodium dodecyl sulfate 
SIU:  small intestine ulcer 
SLC:  solute ligand carrier 
TBS:  tris-buffered saline 
TBS-T:   TBS containing 0.5% Tween 20 
TEMED:  N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
TNF-α:  tumor necrosis factor-α 
Tris  tris (hydroxymethyl) aminomethane 


















在、ヒトにおける薬物代謝に関与する主要な CYP 分子種として Table 1 に示す
10種類が知られている 1, 2)。 
 
Table 1. Characteristics of the major human cytochrome P450 that are involved 













CYP1A2 >10 4 40 36 
CYP2A6 <10 2 30 70 
CYP2B6 <5 2 50 54 
CYP2C8 <5 10 20 16 
CYP2C9 >15 25 _ 41 
CYP2C19 <5 2 <100 31 
CYP2D6 <5 30 >1000 123 
CYP2E1 <15 2 20 13 
CYP3A4 >35 50 20 40 














と考えられている 4)。Tsunodaら 5)は、健康成人に CYP3A4 の基質薬物であるミ
ダゾラムとその阻害薬であるケトコナゾールを併用した場合の血中濃度-時間曲























物の体内動態に関与することが指摘されている 6-8)（Fig. 1）。 
OAT1
























Fig. 1. The major transporters expressed in human small intestine, liver, kidney, and 
brain. 
SLC transporters 
Apical sodium/bile acid co-transporter (ASBT) 
Organic anion transporter 1, 2, 3, and 4 (OAT1, OAT2, OAT3, and OAT4) 
Organic anion transporting polypeptide (OATP) 
Organic cation transporter 1 and 2 (OCT1 and OCT2) 
Organic cation/carnitine transporter 1 and 2 (OCTN1 and OCTN2) 
Organic solute transporter α/β (OST α/β) 
Peptide transporter 1 and 2(PEPT1 and PEPT2) 
Sodium taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) 
ABC transporters 
Bile salt export pump (BSEP) 
Breast cancer resistance protein (BCRP) 
Multidrug resistance-associated protein 2, 3, and 4 (MRP2, MRP3, and MRP4) 







伝子は、薬剤耐性機序に由来して multidrug resistance 1（MDR1）遺伝子と呼ばれ、

































Fig. 2. A scheme of functional interaction between CYP3A4 and P-gp in small 











なかでも臨床上重要な分子種である CYP2C19、CYP2D6 および CYP3A4 の機能
低下は問題となる。実際に、慢性肝炎や肝硬変患者では、その重症度に応じて
CYP3A4 および CYP1A2 の基質薬物であるリドカインの代謝が低下することが


















































た報告はなされていない。最近、Herrlinger ら 25)はMDR1 遺伝子多型と潰瘍性
大腸炎患者におけるタクロリムスの治療効果との関連を報告しており、小腸に












および P-gpの機能変化に影響する因子の探索を行った（第 2節および第 4節）。
また、小腸および肝臓での CYP3A および P-gpの mRNAおよびタンパク質発現
量の変化ならびにその調節機構に関して検討した（第 3節および第 5節）。さら
に、CYP3A および P-gp の基質、且つ臨床上の治療薬である CsAの血中濃度を
評価し、薬物動態への影響を検討した（第 6節）。 
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第 1項 実験材料および試薬調製方法 
1-1. 使用動物 
C57BL/6JJcl 系マウス（雄性、6 週齢）は日本クレア株式会社から購入した。
このマウスを動物実験施設において、室温 24±1℃、湿度 55±10%の条件下、12 時





1) DSS［MP Biomedicals, molecular weight; 36,000–50,000 Da］ 
2) o-dianisidine hydrochloride［SIGMA-ALDRICH］ 




7) タンパク質定量キット：Pirece® BCA Protein Assey kit［Thermo Fisher 
Scientific］ 
8) Peroxidase（Horseradish peroxidase Type2）［SIGMA-ALDRICH］ 
9) ホルムアルデヒド［ナカライテスク株式会社］ 
10) 1%エオシン Y液［武藤化学株式会社］ 
 












DSS を 5%となるように滅菌水で溶解した。 
 
1-3-2. MPO 活性の測定 
1) 100 mM リン酸緩衝液（pH 6.0） 
KH2PO4 および K2HPO4は超純水で溶解し、それぞれ 100 mM 溶液を調製
した。100 mM K2HPO4溶液に 100 mM KH2PO4を加え、pH 6.0に調整した。 
2) 10 mM リン酸緩衝液（pH 6.0） 
100 mM リン酸緩衝液（pH 6.0）を超純水で 10倍希釈して調製した。 
3) 抽出用 buffer 
100 mM リン酸緩衝液（pH 6.0）を超純水で 2倍希釈した。これに、HTAB
を 0.5%となるように溶解した。 
4) ペルオキシダーセ標準溶液 
Peroxidase 1 mgを超純水 1 mLで溶解して 1 mg/mL溶液を調製した。これ
を抽出用 bufferで希釈し、0.25 μg/mL溶液とした。 
5) 過酸化水素・ジアニシジン反応液 
o-dianisidine hydrochloride を 10 mM リン酸緩衝液（pH 6.0）で溶解して 2 
mM 溶液を調製した。30%H2O2は超純水で 100倍に希釈して 8.8 M 溶液
を調製した。2 mM o-dianisidine hydrochloride 溶液 12.5 μLと 8.8 M H2O2
溶液 2.5 mLを混合し、過酸化水素・ジアニシジン反応液（1：200）を調
製した。この反応液を 8.8 M H2O2溶液を用いて希釈率 2倍で段階希釈し、
1：400から 1：3200の過酸化水素・ジアニシジン反応液を調製した。 
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第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. DSS による大腸炎の誘発 
動物は無作為にコントロール群と DSS 群に割り付け、コントロール群および
DSS 群にはそれぞれ滅菌水および 5%DSS 水溶液を 7日間自由摂取させた。大
腸炎の程度は、既報 33, 34)に従い DSS 摂取期間中に観察した体重および便の性状
（下痢および出血）より算出した disease activity index（DAI）（Table 2）により
評価した。 
 
Table 2. DAI scoring 
*DAI は 3 つのパラメーターのスコアの合計により算出した。 
 
2-2. 大腸の全長および Hematoxylin-Eosin（HE）染色による組織学的評価 








Score* Weight loss Stool consistency Blood in the stool 
0 None Normal Normal 
1 1%–5%   
2 5%–10% Loose stools Slight bleeding 
3 10%–15%   
4 > 15% Watery diarrhea Gross bleeding 




滅菌水あるいは 5%DSS 摂取開始後 7日目、エーテル麻酔下にマウスから大
腸を摘出した。摘出した大腸を腸間膜に沿って切開し、氷冷した生理食塩液で
洗浄後、重量を測定した。大腸粘膜内の MPO活性は、既報に準じて測定した
35, 36)。すなわち、組織重量 50 mgあたり抽出用 bufferを 1 mL 加え、ガラスホ
モジナイザーにより均質化した。均質化した溶液は凍結、融解を計 3回繰り返
した後、350 × g、10 分間、4°C で遠心分離した。遠心分離後、得られた上清を
測定サンプルとして使用した。 
96 wellプレート上でサンプル 5 μLおよび 10 mMリン酸緩衝液（pH 6.0）95 μL
を混和し、さらに過酸化水素・ジアニシジン反応液（1：200）50 μLを添加し
た後、吸収波長 450 nm における吸光度変化をマイクロプレートリーダー
（Multiskan Ascent, Thermo Fisher Scientific）にて測定した。検量線は、0.25 μg/mL
ペルオキシダーセ標準液 100 μLに、種々の濃度に調製した過酸化水素・ジアニ
シジン反応液（1：200、1：400、1：800、1：1600 および 1：3200）50 μLを加
えた際の吸光度変化を測定することにより作成した。MPO活性は、BCA protein 




統計学的解析は SPSS version 20.0（IBM）を使用し、Student’s t-test あるいは
Mann-Whitney U-testを用い、いずれもp < 0.05の場合に有意であると判定した。
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第 3項 結果 
DSS 群では、DSS 摂取開始後 3日目より体重減少および血便が認められ、下
痢は摂取開始後 4日目から観察された。その結果、DSS 群はコントロール群と
比較してDSS摂取開始後3日目よりDAIスコアの有意な上昇を示した（Fig. 3A）。
大腸の全長は DSS 摂取により短縮し、摂取開始後 5日目および 7日目では DSS
群で著明な短縮が認められ、粘膜炎症の存在が明らかとなった（Fig. 3B）。摂
取開始後 7日目、DSS 群では炎症性細胞浸潤の指標となる MPO活性がコント
ロール群に比べおよそ 4倍上昇し、HE染色による組織学的評価により大腸粘
膜の変性および損傷が認められた（Fig. 3C、3D）。これらの結果から、C57BL/6JJcl
雄性マウスに 5%DSS 水溶液を 7 日間飲水させることで実験的大腸炎モデルを
構築できることを確認した。 






















































































Fig. 3. Changes in DAI score (A), colon length (B), MPO activity (C), and histological 
evaluation (D) during DSS-induced colitis. Experimental colitis was induced by feeding 
animals 5% DSS in drinking water for 7 days. Histological evaluation was performed using 
hematoxylin and eosin staining (magnification, 100×), and representative histological images 
are shown (D). Data are presented as the mean values ± S.E. for 5–6 mice per group. The 
significance of differences was evaluated using Student’s t-test or Mann-Whitney U-test (*, p 
< 0.05 versus control). 
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れぞれの組織における炎症性マーカ （ーtumor necrosis factor（TNF）-α、interleukin
（IL）-1β、IL-6、cyclooxygenase（COX）-2 および inducible nitric oxide synthase
（iNOS））の mRNA発現量を検討した。 
 






1) RNA安定化液：RNA lator® Solution［Applied Biosystems］ 
2) RNA抽出用キット：RNeasy® Mini Kit［QIAGEN］ 
3) 逆転写反応キット：Rever Tra Ace® qPCR RT kit［TOYOBO］ 
4) Real-time PCR キット：THUNDERBIRDTM SYBR ® qPCR Mix［TOYOBO］ 
5) RNase Free Water［タカラバイオ株式会社］ 
6) PCR 用 primer［ライフテクノロジーズジャパン株式会社に合成依頼］ 
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第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. 大腸、小腸および肝臓からの全 RNAの抽出 





の RNA lator® Solution 中に保存した。全 RNAは、各組織から RNeasy® Mini Kit
を用いて添付されたプロトコールに従って抽出した。全 RNAの濃度および純
度は ND-1000 spectrophotometer（NanoDrop Technologies）で測定し、全 RNA濃
度が200 ng/μLとなるようにRNase Free Waterで希釈して以下の実験に使用した。 
 
2-2. 逆転写反応による cDNAの合成 
逆転写反応は ReverTraAce® qPCR RT Kit を用いて行った。200 ng/μLに調製し
た全 RNAを 65°C で 5 分間加熱後、氷上で急冷した。全 RNA 8 μLに Kit 附属
の 5×RT Buffer（Reaction Buffer、MgCl2および dNTPs）4 μL、Enzyme Mix
（ReverTraAce®および RNase inhibitor）1 μL、Primer Mix（Random Primerおよ
び Oligo（dt）Primer）1 μLを加え、RNase Free Waterで全量を 20 μLとした。
これをサーマルサイクラー（ASTEC）で 37°C 15分、98°C 5分で逆転写反応を
行い、cDNAを調製した。 
 
2-3. Real-time PCR 法による目的遺伝子の cDNA定量 
逆転写反応により得られた cDNA 2 μLに THUNDERBIRDTM SYBR ® qPCR 
Mix 12.5 μL、目的遺伝子増幅用 primer（上流 primerと下流 primerの混合液）1.5 
μLを加え、RNase Free Water で全量を 25 μLとした。これを Thermal Cycler Dice® 
Real Time System Single（TaKaRa）で 95°C 60 秒加熱後、95°C 15 秒、60°C 45 秒
の反応を 40サイクル行い、DNAを増幅した。なお、内在性コントロール遺伝
子として β-actin を用い、β-actin および目的遺伝子の増幅用 primer は既報をもと
に作製した（Table 3）。目的遺伝子の mRNA発現量は目的遺伝子と β-actin の
threshold cycle（Ct）値の差をもとに比較相対定量した 38)。 
第 1 章 
16 
 





学的解析は SPSS version 20.0（IBM）を使用し、Student’s t-test を用いて p < 0.05
の場合に有意であると判定した。 
 
Gene Forward sequence (5′-3′) Reverse sequence (5′-3′) References 
TNF-α CCACCACGCTCTTCTGTCTAC AGGGTCTGGGCCATAGAACT 39) 
IL-1β CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA 40) 
IL-6 CTGGAGTCACAGAAGGAGTGG GGTTTGCCGAGTAGATCTCAA 41) 
COX-2 GAAGTCTTTGGTCTGGTGCCTG GTCTGCTGGTTTGGAATAGTTGC 42) 
iNOS CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 43) 
β-actin AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT 43) 
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第 3項 結果 
DSS 群の大腸では、コントロール群と比較して DSS 摂取開始後 3日目より
TNF-α、IL-1β、IL-6、COX-2、iNOS の mRNA発現量の有意な上昇が認められ
た。この反応は DSS 摂取開始後 5日目に最大に達し、7日目では低下する傾向
にあった（Fig. 4A）。肝臓では、TNF-αの発現量の有意な上昇が DSS 摂取開始
後 3日目および 5日目に認められ、IL-6の mRNA発現量は、3日目および 7日






いて、iNOS の mRNA発現量が上昇し、小腸上部においては有意差を認めた（Fig. 
4C、4D）。一方、小腸下部では、DSS 摂取期間を通じてコントロール群と比較
して炎症性マーカーの mRNA発現量に変化は見られなかった（Fig. 4E）。












































































































































Fig. 4. Expression of inflammatory marker mRNAs in the colon, liver, and small intestines in 
mice with DSS-induced colitis. Total RNA was extracted from the colon (A), liver (B), and 3 
sections of the small intestine: upper (C), middle (D), and lower (E). Expression levels of 
inflammatory markers mRNAs were determined by real-time PCR. The reported mRNA levels 
represent the ratio of DSS-treated versus control (control = 1). Data are presented as the mean 
values ± S.E. for 4–9 mice per group. White columns represent expression in control mice, and 
black columns represent expression in DSS-treated mice. *Significantly different from the 
control at p < 0.05. 
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第 3節 潰瘍性大腸炎モデルマウスの小腸上部および肝臓 
における CYP3Aおよび P-gpの発現量の変化 
 
DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルマウスの肝臓では、TNF-α、IL-1β、IL-6、COX-2
および iNOS の mRNA発現量が上昇した。一方、小腸上部では iNOS の mRNA






















9) Magic MarkTM XP Western Protein Standard［Invitrogen］ 
10) Western blot 用 PVDF製メンブラン：Clear Blot Membrane-P plus［ATTO］ 
11) ブロッティング buffer：Ezfast Blot［ATTO］ 
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12) Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate（Tween-20）［ナカライテスク株式会
社］ 
13) Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer Solution［TOYOBO］ 
14) β-actin (13E5) Rabbit mAb［Cell Signaling］ 
15) Anti-P-glycoprotein Mouse mAb (C219)［Calbiochem］ 
16) Anti-CYP3A goat polyclonal Ab (L-14)［SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY］ 
17) ECL Anti-Rabbit IgG, Horseradish Peroxidase-Linked Species-Specific Whole 
Antibody［GE Healthcare］ 
18) ECL Anti-Mouse IgG, Horseradish Peroxidase-Linked Species-Specific Whole 
Antibody［GE Healthcare］ 
19) Donkey Anti-goat IgG-HRP［SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY］ 
20) ECL Prime blocking agent［GE Healthcare］ 
21) Chemi-Lumi One Super［ナカライテスク株式会社］ 




10 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.2）、1.15%KCl となるように超純水に
溶解し、プロテアーゼ阻害剤カクテルを 1%となるように添加した。 
2) 膜画分用ホモジネート緩衝液 
50 mM Tris-HCl（pH 7.4）、250 mM sucrose となるように超純水に溶解し、
プロテアーゼ阻害剤カクテルを 1%となるように添加した。 
3) 膜画分懸濁用緩衝液 
50 mM Tris-HCl（pH 7.4）、50 mM mannitol となるように超純水に溶解し、
プロテアーゼ阻害剤カクテルを 1%となるように添加した。 
4) 10×SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）緩衝液 
250 mM Tris、19.2 M glycine、1%SDS になるように超純水で 1 Lに調製し
た。使用時に超純水で 10倍希釈して用いた（1×SDS-PAGE用緩衝液）。 
5) 20×TBS 溶液 
200 mM Tris、2 M NaCl になるように超純水で溶解し、1 Lとした。 




20×TBS 溶液を超純水で 20倍に希釈し、0.5%となるように Tween-20 を添
加した。 
7) 1×EzFast Blot 溶液 
EzFast Blot 溶液を超純水で 10倍希釈して使用した。 
8) 4×サンプル緩衝液 
1 M Tris-HCl（pH 6.8）2 mL、2- mercaptoethanol 2.4 mL、glycerol 4 mLを混
合し、SDS 0.8 g、bromophenol blue 0.16 gを加え、超純水で 10 mLになる
ように調製した。 
 
第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. 小腸上部および肝臓からの全 RNAの抽出 
本章第 2節第 2項 2-1と同様に操作した。 
 
2-2. 逆転写反応による cDNAの合成 
本章第 2節第 2項 2-2と同様に操作した。 
 
2-3. Real-time PCR 法による目的遺伝子の cDNA定量 





Table 4. Primer sequences used in this study 
Gene Forward sequence (5′-3′) Reverse sequence (5′-3′) References 
CYP3A11 GGATGAGATCGATGAGGCTCTG CAGGTATTCCATCTCCATCACAGT 44) 
mdr1a GTGGGGGACAGAAACAGAGA GAACGGTAGACAAGCGATGAG 45) 
β-actin AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT 43) 




滅菌水あるいは 5%DSS 摂取開始後 3、5および 7日目、エーテル麻酔下にマ
ウスから小腸上部および肝臓を摘出した。摘出した組織は氷冷した生理食塩液
で洗浄後、重量を測定した。小腸上部および肝臓のミクロソーム画分の調製は、
組織重量 1 gあたりミクロソーム画分用ホモジネート緩衝液を 4 mLを加え、氷
冷しながらガラスホモジナイザーにより均質化した。均質化した溶液は 10,000 
× g、20分間、4°C で遠心分離し、上清を超遠心用チューブに回収した。得られ
た上清は 105,000 × g、60分間、4°C で遠心分離後に上清を除去し、ペレットに
100 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）を加えて懸濁したものをミクロソーム画分とし
た。 
小腸上部の膜画分の調製は既報に準じて行った 23)。すなわち、組織重量 1 g
あたり膜画分用ホモジネート緩衝液を 6 mLを加え、氷冷しながらガラスホモ
ジナイザーにより均質化した。均質化した溶液は 3,000 × g、10分間、4°C で遠
心分離し、上清をチューブに回収した。得られた上清は 15,000 × g、30分間、4°C
で遠心分離後に上清を除去し、ペレットに懸濁用緩衝液を加えて懸濁したもの
を膜画分とした。ミクロソーム画分溶液および膜画分溶液中のタンパク質量は、








10 μL、膜画分：20 μL）し、ゲル 1枚当たり 20 mA の一定電流で 80分間電気
泳動した。また、タンパク質の分子量を確認するため、同時にタンパク質分子
量マーカーであるプレステインドタンパク質マーカーおよびMagic MarkTM XP 
Western Protein Standard をそれぞれ泳動した。 
 
 




2-6. Western blot 法 
電気泳動終了後、ゲルを泳動装置から取り出し、1×EzFast Blot 溶液中で 5分
間振盪した。PVDFメンブランはメタノール中で 30秒間振盪した後、1×EzFast 
Blot 中で 30分間以上振盪した。転写装置（ATTO）にあらかじめ 1×EzFast Blot
に浸しておいたブロッティング用濾紙（ATTO）3枚を乗せ、その上に PVDFメ
ンブランを置き、その上にゲルを乗せた。さらにブロッティング用濾紙 3枚を
乗せ、ゲル 1枚当たり 100 mAの一定電流で 60分間通電した。転写終了後、PVDF
メンブランを TBS-T 溶液で 5分間、3回振盪しながら洗浄した。その後、1% ECL 
Prime blocking agent 含有 TBS-T溶液内に浸し、ブロッキングを行った。ブロッ
キング終了後、PVDF メンブランを TBS-T 溶液で 5分間、3回振盪しながら洗
浄し、Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer Solution で希釈した抗体を用いて
以下の条件で抗体反応を実施した（Table 5）。抗体反応後、PVDF メンブラン
を TBS-T溶液で 5分間、3回振盪しながら洗浄した。その後、PVDFメンブラ
ンを Chemi-Lumi One Super に浸して HRP による化学発光反応を Image Quant 
LAS 4000（GE Healthcare Bioscience）を用いて検出した。発光強度は Image Quant 
LAS 4000（GE Healthcare Bioscience）を用いて数値化し、CYP3A および P-gp
の β-actin に対する比をそれぞれの発現量として定量化した。 
 
Table 5. The conditions of the antibody reaction in this study 
 
 
 Primary antibody Secondary antibody 
β-actin Rabbit monoclonal (1:1000) 
1 h at room temperature 
Anti-Rabbit IgG (1:10000) 
1 h at room temperature 
CYP3A Goat polyclonal (1:350) 
over night at 4°C 
Anti- Goat IgG (1:5000) 
1 h at room temperature 
P-gp Mouse monoclonal (1:100) 
over night at 4°C 
Anti-Mouse IgG (1:10000) 
1 h at room temperature 







た。CYP3A および P-gp のタンパク質発現量は、β-actin に対する比をそれぞれ
の発現量として定量化した。DSS 群における CYP3A および P-gpのタンパク質
発現量は、コントロール群に対する相対比とし、データは一群 4匹から得られ
た値の平均値±標準誤差として表示した。統計学的解析は SPSS version 20.0
（IBM）を使用し、Student’s t-test を用いて p < 0.05 の場合に有意であると判定
した。 
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第 3項 結果 
DSS 群の肝臓では、摂取開始後 3 日目にコントロール群に比べ CYP3A11 の
mRNA発現量が65.0%低下した。その後、CYP3A11の発現量は経日的に減少し、
7日目では 96.0%低下した（Fig. 5A）。mdr1aの発現量には両群間で差は認めら
れなかった（Fig. 5A）。同様に、DSS 群では CYP3A のタンパク質発現が低下
し、摂取開始後 5日目および 7日目ではコントロール群に比べ、それぞれ 60.0%
および 62.7%低下した（Fig. 6A）。 
小腸上部では、摂取開始後 5 日目まで両群間に CYP3A11 および mdr1a の
mRNA 発現量に違いは認められず、7 日目においてのみコントロール群に比べ
て DSS群では CYP3A11およびmdr1aのmRNA発現量がそれぞれ 94.0%および
53.0%低下した（Fig. 5B）。さらに、DSS 群ではコントロール群に比べ DSS 摂
取開始後 7 日目において、CYP3A および P-gp のタンパク質発現量はそれぞれ


















































































Fig. 5. Decreased expression of CYP3A11 and mdr1a mRNAs in the liver and upper small 
intestine of mice with DSS-induced colitis. Animals were sacrificed on days 3, 5, and 7 during 
administration of DSS or water. Total RNA was extracted from the liver (A) and upper small 
intestine (B). Expression levels of CYP3A11 and mdr1a mRNAs were determined by real-time 
PCR. The reported mRNA levels represent the ratio of DSS-treated versus control (control = 1). 
Data are presented as the mean values ± S.E. for 4–5 mice per group. White columns represent 
expression in control mice, and black columns represent expression in DSS-treated mice. 
*Significantly different from the control at p < 0.05.





























































































Fig. 6. Down-regulation of CYP3A and P-gp in the liver and upper small intestine of mice 
with DSS-induced colitis. Hepatic CYP3A protein levels were examined on days 3, 5, and 7 
during administration of DSS or water (A). In the upper small intestine, CYP3A and P-gp 
protein levels were analyzed on day 7 after DSS treatment (B). The protein levels of CYP3A 
(55 kDa) and P-gp (170 kDa) were determined by western blotting. Densitometric 
quantification of CYP3A and P-gp was performed, and expression values were normalized to 
those of β-actin (45 kDa) as a loading control. Representative blots of four independent 
experiments are shown. Data are presented as the mean values ± S.E. for 4-5 mice per group. 
White columns represent expression in control mice, and black columns represent expression 
in DSS-treated mice. *Significantly different from the control at p < 0.05. N. S.: not 
significanct. 
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第 4節 潰瘍性大腸炎モデルマウスにおける胆汁分泌の変動 
 
DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルマウスにおいて、大腸では摂取開始後 3 日目か
ら TNF-α、IL-1β、IL-6、COX-2および iNOS の mRNA発現量が上昇し、肝臓で
も類似の反応が認められた（第 2節）。さらに、肝臓では CYP3A の mRNAお
よびタンパク質の発現量が低下していた（第 3 節）。一方、小腸上部では摂取開









いて前者には sodium taurocholate cotransporting polypeptide（Ntcp）および organic 
solute transporter（Ost）α/β があり、後者としては bile salt export pump（Bsep）、





トランスポーター 肝細胞での局在 主な基質 
Bsep 毛細胆管側膜 bile acid 
Mrp2 毛細胆管側膜 bilirubin 
Mdr2 毛細胆管側膜 phospholipids 
Ntcp 側底膜 bile acid 
Ost α/β 側底膜 bile acid 
 
参考文献 8, 46-48)を一部改変して引用 
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1) Total Bile Acid Assay［コスモ・バイオ株式会社］ 
2) リン脂質 C-テストワコー［和光純薬工業株式会社］ 
3) PCR 用 primer［ライフテクノロジーズジャパン株式会社に合成依頼］ 
その他の試薬は本章第 2節第 1項 1-2と同様のものを使用した。 
 
第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. 肝臓からの全 RNAの抽出 
本章第 2節第 2項 2-1と同様に操作した。 
 
2-2. 逆転写反応による cDNAの合成 
本章第 2節第 2項 2-2と同様に操作した。 
 
2-3. Real-time PCR 法による目的遺伝子の cDNA定量 
本章第 2節第 2項 2-3と同様に操作した。なお、β-actin および目的遺伝子の
増幅用 primerは既報をもとに作製した（Table 6）。 
Table 6. Primer sequences used in this study 
 
Gene Forward sequence (5′-3′) Reverse sequence (5′-3′) References 
Bsep CAATGTTCAGTTCCTCCGTTCA TCTCTTTGGTGTTGTCCCCATA 49) 
Mdr2 CTTCCTTCAGGGCTTCACGTT ACCAGCTCATGTCCTGCCTTAG 49) 
Mrp2 ACTATCGCACACAGGCTGCAC GGGACCCATATTGGACAGCA 49) 
Ntcp ACTGGCTTCCTGATGGGCTAC GAGTTGGACGTTTTGGAATCCT 49) 
Ostα GTCTCAAGTGATGAACTGCCA TTGAGTGCTGAGTCCAGGTC 48) 
Ostβ GTATTTTCGTGCAGAAGATGCG TTTCTGTTTGCCAGGATGCTC 48) 
β-actin AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT 43) 
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2-4. 血清中の AST、ALT、胆汁酸および総ビリルビン濃度の測定 















から得られた値の平均±標準偏差で表示した。統計学的解析は SPSS version 
20.0（IBM）を使用し、Student’s t-test を用いて p < 0.05の場合に有意であると
判定した。 
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化を Fig. 8に示す。DSS 群では、コントロール群と比較して Bsep および Mdr2
の mRNA発現量の有意な低下が摂取開始後 5日目から認められ、Mrp2の発現
量は、3日目および 7 日目において有意な低下が見られた。DSS 摂取開始後 7
日目では、Bsep、Mdr2、Mrp2および Ntcpの mRNA発現量はコントロールの
それと比べ 54.0%–71.0%低下していた。一方、Ostα/β の発現量は DSS 摂取期間
を通じて有意な変化は見られなかった。 
 
3-2. 血清中の AST、ALT、胆汁酸および総ビリルビンの濃度変化 





DSS 摂取開始後 3、5および 7日目の小腸上部管腔内の胆汁酸およびリン脂
質の濃度は、コントロール群と比較していずれも低下する傾向を示し、摂取開
始後 5日目のリン脂質濃度は DSS 群において有意な低下が認められた。一方、
胆汁酸/リン脂質の濃度比率は、DSS 摂取により増加する傾向にあり、5 日目で
は DSS 群で有意な増加を認めた（Table 8）。 















































Fig. 8. Decreased expressions of hepatobiliary transporter mRNAs in mice with DSS-induced 
colitis. After 3, 5, and 7 days of treatment with DSS or water, total RNA was extracted from 
the livers of mice. Expression levels of Bsep, Mdr2, Mrp2, Ntcp, and Ostα/β mRNAs were 
determined by real-time PCR. The reported mRNA levels represent the ratio of DSS-treated 
versus control (control = 1). Data are presented as the mean values ± S.E. for 4–8 mice per 
group. White columns represent expression in control mice, and black columns represent 




Table 7. The concentrations of AST, ALT, bile acid, and total bilirubin in serum 
Data are presented as the mean values ± S.D. for 3–4 mice per group. *Significantly different 
from the control at p < 0.05.
Biochemical parameters Control DSS 
AST (U/L) 96.3 ± 22.3 186.7 ± 16.8* 
ALT(U/L) 24.7 ± 5.7 50.7 ± 11.4* 
Bile acid (μmol/L) 2.27 ± 0.12 1.93 ± 0.24 
Total bilirubin (mg/dL) <0.1 <0.1 
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第 5節 潰瘍性大腸炎モデルマウスの小腸および肝臓における 
核内受容体の mRNAおよびタンパク質発現量の変化 
 
本章第 3節において、DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルマウスの肝臓では CYP3A
の mRNAおよびタンパク質発現量が低下し、小腸上部では CYP3Aおよび P-gp
の mRNAおよびタンパク質発現量の低下が認められた。 
また、本章第 4節では DSS 群の肝臓において肝胆汁輸送関連トランスポータ
ーである Bsep、Mdr2、Mrp2および Ntcpの mRNA発現量が低下していること
を明らかにした。 
CYP3A、P-gp、Bsep および Mrp2の転写調節には、核内受容体である pregnane 
X receptor（PXR）、constitutive androstane receptor（CAR）および farnesoid X receptor
（FXR）が関与することが明らかとなっている 47, 50, 51)。通常、PXR、CAR およ
び FXR は細胞質に存在しており、リガンドと結合することで核内へ移行し、
retinoid X receptor α（RXR α）とヘテロ二量体を形成することで標的遺伝子の転
写が行われる 47)（Table 9）。 
そこで本節では、肝臓および小腸上部における CYP3A、P-gp、Bsep および
Mrp2の mRNAの発現低下の機序を明らかにするために、PXR、CAR、FXR お
よび RXR αの mRNAおよびタンパク質発現量の変化を検討した。 
 





Transcription factors Dimer with Taget genes 
PXR RXR α Mdr1, Mrp2, CYP3A 
CAR RXR α Mrp2 
FXR RXR α Bsep, Mrp2 
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1) PCR 用 primer［ライフテクノロジーズジャパン株式会社に合成依頼］ 
2) Nonidet® P-40（NP-40）［ナカライテスク株式会社］ 
3) 2NA (EDTA 2Na) ［DOJINDO］ 
4) Anti-PXR goat polyclonal Ab (R-14)［SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY］ 
5) Anti-FXR goat polyclonal Ab (Q-20)［SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY］ 
6) Anti-Histone H3 goat polyclonal Ab (C-16)［SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY］ 
7) Donkey Anti-goat IgG-HRP［SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY］ 









20 mM Tris-HCl（pH 7.4）、500 mM NaCl、1.5 mM MgCl2、0.2 mM EDTA、
20% glycerin となるように超純水に溶解し、プロテアーゼ阻害剤カクテル
を 1%となるように添加した。 
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第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. 小腸上部および肝臓からの全 RNAの抽出 
本章第 2節第 2項 2-1と同様に操作した。 
 
2-2. 逆転写反応による cDNAの合成 
本章第 2節第 2項 2-2と同様に操作した。 
 
2-3. Real-time PCR 法による目的遺伝子の cDNA定量 
本章第 2節第 2項 2-3と同様に操作した。なお、β-actin および目的遺伝子の
増幅用 primerは既報をもとに作製した（Table 10）。 
 
Table 10. Primer sequences used in this study 
 
Gene Forward sequence (5′-3′) Reverse sequence (5′-3′) References 
PXR GATGGAGGTCTTCAAATCTGCC GGCCCTTCTGAAAAACCCCT 52) 
CAR CAGGGTTCCAGTACGAGTTTTTG AGGCTCCTGGAGATGCAGTC 53) 
FXR GGAACTCCGGACATTCAAC GTGTCCATCACTGCACATC 49) 
RXRα CGGAACAGCGCTCACAGT AGCTCCGTCTTGTCCATCTG 54) 
β-actin AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT 43) 








質化した溶液を氷中で 10分間静置した後、2,000 × g、10分間、4°C で遠心分離
し、上清を細胞質画分として回収した。余分な上清を除去し、ペレットに細胞
膜破砕用緩衝液 500 μLを加えて懸濁後、2,000 × g、10分間、4°C で遠心分離し、
上清を除去した。この操作を計 3回繰り返した後、得られたペレットに核抽出
用緩衝液を加え懸濁し、氷中で 30分間静置した。その後、十分に撹拌を行い、
13,000 × g、20分間、4°C で遠心分離し、上清を核画分として回収した。細胞質





し、これらの溶液 24.7 μLに 4×sample buffer を 8.3 μL加えて混和し、100°C、5
分間加熱後、氷冷して電気泳動用サンプルとした。8%–15%アクリルアミドゲ
ルを 1×SDS-PAGE用緩衝液を満たした泳動槽（ATTO）に固定し、調製した電
気泳動用サンプルを添加（細胞質画分：10 μL、核画分：10 μL）し、ゲル 1枚
当たり 20 mAの一定電流で 80分間電気泳動した。また、タンパク質の分子量
を確認するため、同時にタンパク質分子量マーカーであるプレステインドタン
パク質マーカーおよび Magic MarkTM XP Western Protein Standard をそれぞれ泳
動した。 
 
第 1 章 
38 
 
2-6. Western blot 法 
本章第 3節第 2項 2-6と同様に操作した。なお、抗体反応は以下の条件で実
施した（Table 11）。細胞質画分および核画分の内部標準として、β-actin および
Histone H3を用い、発光強度は Image Quant LAS 4000（GE Healthcare Bioscience）
を用いて定量化した。 
 









version 20.0（IBM）を使用し、Student’s t-test を用いて p < 0.05の場合に有意で
あると判定した。
 Primary antibody Secondary antibody 
PXR 
(cytosolic) 
Goat polyclonal (1:500) 
1 h at room temperature 
Anti- Goat IgG (1:5000) 
1 h at room temperature 
PXR 
(nuclear) 
Goat polyclonal (1:500) 
1 h at room temperature 
Anti- Goat IgG (1:5000) 
1 h at room temperature 
FXR 
(cytosolic) 
Goat polyclonal (1:500) 
1 h at room temperature 
Anti- Goat IgG (1:5000) 
1 h at room temperature 
FXR 
(nuclear) 
Goat polyclonal (1:500) 
over night at 4°C 
Anti- Goat IgG (1:5000) 
1 h at room temperature 
β-actin Rabbit monoclonal (1:1000) 
1 h at room temperature 
Anti-Rabbit IgG (1:10000) 
1 h at room temperature 
Histone H3 Goat polyclonal (1:500) 
1 h at room temperature 
Anti- Goat IgG (1:10000) 
1 h at room temperature 
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第 3項 結果 
DSS 群の肝臓では、PXR および FXR の mRNA発現量はコントロール群に比
べてそれぞれ 49.0%および 71.0%低下し、統計学的に有意差が認められた。CAR
および RXR αの mRNA発現量は両群間に差は認められなかった（Fig. 9A）。
一方、小腸上部では、コントロール群と DSS 群間でこれらの核内受容体の
mRNA発現量に違いは見られなかった（Fig. 9B）。 
次に、肝臓において mRNA発現量の低下が認められた PXR および FXR の細
胞質および核内におけるタンパク質発現量を検討した。細胞質における PXR お
よび FXR のタンパク質発現量は、DSS 群とコントロール群で違いは認められ
なかった（Fig. 10）。一方、核内でのタンパク質発現量は、DSS 群において PXR
および FXR ともに減少が観察され、それぞれコントロール群と比較して 76.6%
および 77.8%低下していた（Fig. 10）。 






































Fig. 9. Changes in the expression of nuclear receptor mRNAs in the liver and upper small 
intestine of mice with DSS-induced colitis. Total RNA was extracted from the liver (A) and 
upper small intestine (B) on day 7 during treatment with DSS or water. Expression levels of 
PXR, CAR, RXRα, and FXR mRNAs were determined by real-time PCR. The reported 
mRNA levels represent the ratio of DSS-treated versus control (control = 1). Data are 
presented as the mean values ± S.E. for 7–9 mice per group. White columns represent 
expression in control mice, and black columns represent expression in DSS-treated mice. 
*Significantly different from the control at p < 0.05. 
 


































































































Fig.10. Changes in cytosolic and nuclear levels of nuclear receptor in the liver of mice with 
DSS-induced colitis. In the liver, cytosolic or nuclear protein extracts were determined by 
western blotting for PXR (50 kDa) and FXR (69 kDa). Densitometric quantification of PXR 
and FXR was performed, and expression values were normalized to those of β-actin (45 kDa) 
or histone H3 (15 kDa) as a loading control. Data are presented as the mean values ± S.E. for 
3–4 mice per group. White columns represent expression in control mice, and black columns 
represent expression in DSS-treated mice. *Significantly different from the control at p < 0.05. 
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第 6節 潰瘍性大腸炎モデルマウスにおける CsAの血中濃度変化 
 
本章第 3節では、DSS摂取開始後 7日目において、肝臓では CYP3Aの mRNA
およびタンパク質発現量が低下し、小腸上部では CYP3A および P-gpの mRNA
およびタンパク質発現量が低下していることを明らかにした。 














1) ネオーラル®内用液 10%（シクロスポリン, CsA）［ノバルティスファーマ］ 
2) Emit®2000 Cyclosporine Specific Assay［SIEMENS］ 
3) Emit®2000 Cyclosporine Specific Calibrators［SIEMENS］ 
4) 測定用前処理液：Emit®2000 Cyclosporine Pretreatment Reagent［SIEMENS］ 
 
1-3. 試薬調製方法 
1) 1 mg/mL CsA 溶液 
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第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. 全血中の CsA濃度測定 
DSSまたは滅菌水の摂取開始後 7日目、非絶食下のマウスに 0.1 mg/mLのCsA
溶液を 10 mL/kgの用量で経口投与した。エーテル麻酔下に CsA投与 30 分およ
び 60分後に、下大静脈より全血を採取した。全血 100 μLに測定用前処理液 300 
μLを加えて十分に混和した後、室温で 2分間静置した。その後、10,000 × g、4
分間、室温で遠心分離し、上清中の CsA濃度を Viva-E analyzer（Siemens 
Healthcare Diagnostics）および Emit®2000 Cyclosporine Specific Assayを用いて




解析は SPSS version 20.0（IBM）を使用し、Student’s t-test を用いて p < 0.05 の
場合に有意であると判定した。 
 
第 3項 結果 
DSS 群ではコントロール群に比べ、投与後 30 分および 60分における CsAの
血中濃度は増加していた。投与 60分後の血中濃度は、コントロール群および
DSS 群でそれぞれ 57.6±10.4 ng/mLおよび 102.5±12.8 ng/mLであり、DSS 群に









































Time after administration (min)
*
 
Fig. 11. Changes in the whole-blood concentration of CsA in mice with DSS-induced colitis. 
CsA was orally administered at a dose of 1 mg/kg on day 7 during treatment with DSS or 
water. Blood samples were collected at 30 and 60 min after the administration of CsA. Data 
are presented as the mean values ± S.D. for 3 mice per group. White columns are shown as 
control mice, and black columns are shown as DSS-treated mice. *Significantly different from 
the control at p < 0.05. 
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においても、マウスに 5%DSS 水溶液を 7日間飲水させることにより DAIスコ
アの上昇および大腸粘膜への炎症性細胞浸潤を認めた。さらに、DSS 群の大腸





IL-1β および IL-6の mRNA 発現量の上昇が認められた。このように大腸と肝臓
では、DSS摂取後に上昇する炎症性マーカーの種類と上昇時期が類似していた。
さらに、DSS 群では血清中の AST および ALT 濃度の上昇が見られた。潰瘍性
大腸炎患者では、門脈を介して腸内細菌由来成分が大腸から肝臓へ移行するこ
とが報告されており 56, 57)、門脈血清中のエンドトキシンおよび IL-6の濃度上昇




一方小腸では、DSS 摂取開始後 7日目に小腸上部において iNOS の mRNA発
現上昇のみが認められた。DSS は負の電荷を有する高分子化合物であり、小腸
からは殆んど吸収されないことが知られている 60)。さらに、DSS により誘発さ




報告されている 30)。本研究では、DSS 摂取開始後 7日目の小腸上部を除き、小
腸において炎症性マーカーの発現変化は見られなかった。つまり、小腸上部で























後 3日目あるいは 5日目から CYP3Aの mRNAおよびタンパク質発現量の有意
な低下が見られ、小腸上部では、7日目において CYP3A および P-gpの mRNA
およびタンパク質発現量の低下が認められた。また、肝臓および小腸上部での
CYP3Aおよび P-gpの発現低下は、それぞれの部位での炎症性マーカーの発現




CYP3A、P-gp、Bsep および Mrp2 の転写調節には、核内受容体である PXR、
CAR、FXRおよびRXR αが重要な役割を担っていることが知られている 50, 51)。
炎症時には、サイトカインがこれらの核内受容体の核内でのタンパク質発現量
や核細胞質間移行に影響を及ぼすことが報告されている 63, 66, 67)。DSS 群の肝臓
では、PXR および FXR の mRNA発現低下が見られた。さらに、PXR および
FXR のタンパク質発現量は DSS 群とコントロール群において細胞質では違い
が認められなかったが、核内では DSS 群においてタンパク質発現量の低下が認
められた。すなわち、本研究結果からは CYP3A、Bsep およびMrp2 の発現低下
は、PXR および FXR の核内でのタンパク質発現量の低下に起因すると考えら
れ、その機序には肝臓で発現上昇が認められた TNF-α、IL-6および IL-1β が関
与する可能性が示唆された。 
小腸上部では、DSS 摂取開始後 7日目に CYP3A および P-gpの発現量の低下
が認められたが、PXR、CAR および RXR αの mRNA発現量はコントロール群
と比較して変化は認められなかった。これより、肝臓と小腸では CYP3A およ
び P-gp の発現調節機序が異なる可能性が考えられた。また、DSS群の小腸上部
では、CYP3A および P-gpの発現低下と iNOS の mRNA発現上昇の時期が一致






は、炎症性刺激に伴う CYP3A および P-gpの発現低下機序に関して、培養細胞
を用いたより詳細な検討が必要であると思われる。 
CYP3A および P-gp の発現低下が薬物動態へ及ぼす直接的な影響を評価する
ため、これらの基質で、且つ潰瘍性大腸炎の臨床上の治療薬である CsA の血中
濃度を検討した。DSS 群では、コントロール群と比べ投与 60分後の CsA の血
中濃度は有意に高値を示した。一般的に、CsA の生物学的利用能は肝臓および
小腸に発現する CYP3Aおよび P-gpにより主に調節されていることがよく知ら
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れている 70, 71)。本研究では、DSS 摂取開始後 7 日目において、肝臓では CYP3A
の発現が低下し、小腸上部では CYP3A および P-gpの発現低下が認められてい
る。すなわち、これらの結果は肝臓および小腸上部での CYP3A および P-gpの
活性低下が CsAの代謝と排泄過程に影響を及ぼし、CsAの血中濃度が上昇した
ことを示唆している。本研究では、投与後 60分までの CsA の吸収過程におけ
る血中濃度を評価した。今後は、本モデルにおける CsAのより詳細な薬物動態







第 1 章 
49 
 





1. 肝臓では DSS 摂取開始後 3日目より TNF-α、IL-1β および IL-6の mRNA発
現量の上昇が認められた。7日目では、炎症性マーカーの発現に加えて血清
中の AST および ALT 濃度の上昇が観察された。 
 
2. 小腸上部では、DSS 摂取開始後 7日目に iNOS の mRNA発現の上昇が認め
られた。 
 
3. 肝臓では DSS摂取開始後 3日目から CYP3AのmRNAおよびタンパク質発
現量の低下が認められた。 
 











7. CYP3A および P-gp の基質である CsAの経口投与後の血中濃度上昇を明ら
かにした。 
 




























摘されている 76, 77)。 
これまでに、TNF-α、IL-6および IL-1β などの炎症性サイトカインが CYP お
よびP-gpのmRNAおよびタンパク質発現に影響することが数多く報告されてい
る 63,66)。つまり、NSAIDs 誘発小腸粘膜障害では、障害部位での炎症反応により
小腸での CYP および P-gpの発現に影響が生じている可能性が考えられる。しか
し、NSAIDs による小腸粘膜障害が薬物の小腸での吸収、代謝および排泄に及ぼ





動物を構築し（第 1節）、小腸での CYP および P-gpの mRNA発現量の変化に関
して検討を行った（第 3節）。また、DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルと同様に INM
誘発小腸粘膜障害モデルにおいても肝臓に二次的に炎症反応が波及するかどう
かを評価するため、炎症性マーカーの mRNA発現量の検討および血液生化学検







第 2 章 
52 
 












第 1項 実験材料および試薬調製方法 
1-1. 使用動物 
Sprague-Dawleyラット（雄性、6週齢）は日本クレア株式会社から購入した。
このラットを動物実験施設において、室温 24±1℃、湿度 55±10%の条件下、12 時






2) Polyoxyethylene Sorbitan Monooleate（Tween-80）［ナカライテスク株式会
社］ 
3) 大塚生理食塩液［大塚製薬］ 
4) Evans Blue［ナカライテスク株式会社］ 
5) RNA安定化液：RNA lator® Solution［Applied Biosystems］ 
6) RNA抽出用キット：RNeasy® Mini Kit［QIAGEN］ 
7) 逆転写反応キット：Rever Tra Ace® qPCR RT kit［TOYOBO］ 
8) Real-time PCR キット：THUNDERBIRDTM SYBR ® qPCR Mix［TOYOBO］ 
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9) RNase Free Water［タカラバイオ株式会社］ 
10) PCR 用 primer［ライフテクノロジーズジャパン株式会社に合成依頼］ 
 
1-3. 試薬調製方法 
1-3-1. 10 mg/5 mL INM懸濁溶液 
INM に Tween-80を 20 μL加え、乳鉢で研磨した。その後、生理食塩液を少
量ずつ加えて十分に混合して 10 mg/5 mL溶液を調製した。 
 
1-3-2. 1%Evans Blue 溶液 
Evans Blueを超純水で 1%となるように溶解した。 
 
第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. INMによる小腸潰瘍（small intestine ulcer: SIU）の誘発 
動物は無作為にコントロール群と INM投与群に割り付け、小腸潰瘍は 10 
mg/5 mLの INM 懸濁液を 5 mL/kgの用量で皮下投与することで惹起した。コン
トロール群には溶媒を投与した。INM 投与 24時間後、エーテル麻酔下にラッ











を防ぐため、組織重量の 10倍量の RNA lator® Solution 中に保存した。全 RNA
は、各組織から RNeasy® Mini Kit を用いて添付されたプロトコールに従って抽
出した。全 RNAの濃度および純度は ND-1000 spectrophotometer（NanoDrop 
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Technologies)で測定し、全 RNA濃度が 200 ng/μLとなるように RNase Free Water
で希釈して以下の実験に使用した。 
 
2-3. 逆転写反応による cDNAの合成 
第 1章第 2節第 2項 2-2と同様に操作した。 
 
2-4. Real-time PCR 法による目的遺伝子の cDNA定量 
第 1章第 2節第 2項 2-3と同様に操作した。なお、β-actin および目的遺伝子
の増幅用 primerは既報をもとに作製した（Table 12）。 
 






た。統計学的解析は SPSS version 21.0（IBM）を使用し、Tukey-Kramer test を用
いて多重比較検定を行い、p < 0.05の場合に有意であると判定した。 
Gene Forward sequence (5′-3′) Reverse sequence (5′-3′) References 
iNOS CAGGTGCTATTCCCAGCCCAACA CATTCTGTGCAGTCCCAGTGAGGAA 82) 
IL-1β CACCTCTCAAGCAGAGCACAG GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC 83) 
IL-6 TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC 83) 
TNF-α AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC 83) 
β-actin GGTCCACACCCGCCACCAGTT ACCCATACCCACCATCACACCCTG 82) 
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第 3項 結果 
INM投与群では、Evans Blue で濃く染色される粘膜障害が小腸全長で観察さ
れた（Fig. 12A）。小腸上部、小腸中部および小腸下部における潰瘍面積は、そ
れぞれ 22.2±5.1、18.5±3.7および 77.7±16.6 mm2であり、小腸下部では小腸上
部および小腸中部と比較して潰瘍面積の有意な増加が認められた（Fig. 12B）。
小腸下部の iNOS の mRNA発現量は、潰瘍部では非潰瘍部と比較して有意な上








れた（Fig. 13）。コントロール群では、各小腸部位での TNF-αおよび IL-1β の
mRNA発現量に違いは認められなかった（Fig. 13）。一方、コントロール群の































































Fig. 12. Gross appearance of SIU(A), area of SIU (B) and intestinal expression of iNOS 
mRNA (C) in rats with INM-induced SIU. Animals were sacrificed 24 h after INM 
administration. (A) Gross appearance of SIU induced by INM. (B) Areas of SIU were 
microscopically assessed in control and INM-treated rats (open and closed columns, 
respectively). Data are presented as the mean values ± S.E. for 5–6 rats per group. (C) Total 
RNA was extracted from the small intestine. The expression level of mRNA for iNOS was 
determined by real-time PCR. The data for mRNA expression in samples is expressed as the 
ratio to the mean value for iNOS mRNA in the upper intestine of the control group. Points 
represent individual data for control (open circle), non-SIU (open triangle), and SIU (closed 
triangle) groups, and bars represent the mean for 6–11 rats per group. *p < 0.05, statistically 
significant. 




































































Fig. 13. Changes in mRNA expression of TNF-α, IL-1β, and IL-6 in the small intestine of rats 
with INM-induced SIU. Animals were sacrificed 24 h after INM administration. Total RNA 
was extracted from the upper, middle, and lower small intestine. Expression levels of mRNAs 
for TNF-α, IL-1β and IL-6 were determined by real-time PCR. The data for mRNA expression 
in samples for non-SIU and SIU groups (open and closed triangles, respectively) are expressed 
as the ratio to the mean value for each target gene in the upper intestine of the control group 
(open circle). Points represent individual data, and bars represent the mean for 6–11 rats per 
group. 
*
p < 0.05, statistically significant. 
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PCR 用 primer［ライフテクノロジーズジャパン株式会社に合成依頼］ 
その他の試薬は本章第 1節第 1項 1-2と同様のものを使用した。 
 
第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. 肝臓からの全 RNAの抽出 
溶媒あるいは 10 mg/kg INM を皮下投与 24時間後、エーテル麻酔下にラット
から肝臓を摘出した。摘出した肝臓は氷冷した生理食塩液で洗浄後、重量を測
定した。その後、RNA分解を防ぐため、組織重量の 10倍量の RNA lator® Solution
中に保存した。全 RNAは、各組織から RNeasy® Mini Kit を用いて添付された
プロトコールに従って抽出した。全 RNAの濃度および純度は ND-1000 
spectrophotometer（NanoDrop Technologies）で測定し、全 RNA濃度が 200 ng/μL
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2-2. 逆転写反応による cDNAの合成 
第 1章第 2節第 2項 2-2と同様に操作した。 
 
2-3. Real-time PCR 法による目的遺伝子の cDNA定量 
第 1章第 2節第 2項 2-3と同様に操作した。なお、β-actin および目的遺伝子
の増幅用 primerは第 2 章第 1節第 2項 2-4と同じものを使用した。 
 
2-4. 血清中の生化学的パラメーターの測定 
溶媒あるいは 10 mg/kg INM を皮下投与 24時間後、エーテル麻酔下にラット
下大静脈から採血した。採取した血液は、3,500 × g、5分間、室温で遠心分離
し、血清をチューブに回収した。得られた血清中の総蛋白、アルブミン、AST、
ALT、alkaline phosphatase（ALP）および総ビリルビンの濃度および albumin 
globulin ratio（A/G ratio）は、三菱化学メディエンス株式会社に測定を依頼した。 
 
2-5. 統計学的処理 
目的遺伝子の mRNA発現量は、コントロール群の TNF-αの mRNA発現量の
平均値を 1として相対比で示し、一群 6–11匹から得られた個々の値とその平均
値で表示した。血清中の生化学的パラメーターは、一群 5–6匹から得られた値
の平均±標準偏差で表示した。統計学的解析は SPSS version 21.0（IBM）を使
用し、Student’s t-test を用いて p < 0.05の場合に有意であると判定した。 
 
第 3項 結果 
INM投与群では、iNOS および TNF-αの mRNA発現量はそれぞれ 5.5 および
4.4倍にコントロール群と比較して増加していた。一方、IL-1β および IL-6の
mRNA発現量は両群間で違いは認められなかった（Fig. 14）。 













































Fig. 14. Changes in mRNA expression of iNOS, TNF-α, IL-1β, and IL-6 in the liver of rats 
with INM-induced SIU. Animals were sacrificed 24 h after INM administration. Total RNA 
was extracted from the liver. Expression levels of mRNAs for iNOS, TNF-α, IL-1β, and IL-6 
were determined by real-time PCR. Data for mRNA expression in samples from the SIU group 
are expressed as the ratio to the mean value for TNF-α mRNA in the liver of the control group. 
Points represent individual data for the control group (open circle, N=6) and INM-induced SIU 
group (open square, N=11), and bars represent the mean for each group. 
*
p < 0.05, statistically 
significant. 
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Table 13. Biochemical data of control and INM-induced SIU rats 
Data are presented as the mean values ± S.D. for 5–6 rats per group. *p < 0.05, significant 
difference from control group. 
 
Control (N=5) INM-induced SIU (N=6) 
Total protein (g/dL) 4.86 ± 0.09 3.65 ± 0.24* 
Albumin (g/dL) 3.40 ± 0.12 2.05 ± 0.14* 
A/G ratio 2.34 ± 0.17 1.30 ± 0.06* 
AST (IU/L) 74.2 ± 4.5 53.7 ± 7.4* 
ALT (IU/L) 35.2 ± 4.2 25.3 ± 4.2* 
ALP (IU/L) 1150 ± 154 418 ± 24* 
Total bilirubin (mg/dL) <0.1 <0.1 
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第 3節 INM誘発小腸粘膜障害モデルラットの小腸および肝臓 











第 1項 実験材料および試薬調製方法 
1-1. 使用動物 




PCR 用 primer［ライフテクノロジーズジャパン株式会社に合成依頼］ 
その他の試薬は本章第 1節第 1項 1-2と同様のものを使用した。 
 
第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. 小腸および肝臓からの全 RNAの抽出 
本章第 1節第 2項 2-2および本章第 2節第 2項 2-1と同様に操作した。 
 
2-2. 逆転写反応による cDNAの合成 
第 1章第 2節第 2項 2-2と同様に操作した。 
 
第 2 章 
63 
 
2-3. Real-time PCR 法による目的遺伝子の cDNA定量 
第 1章第 2節第 2項 2-3と同様に操作した。なお、β-actin および目的遺伝子
の増幅用 primerは既報をもとに作製した（Table 14）。 
 






トロール群の CYP1A2 の mRNA発現量の平均値を 1として相対比で示し、一
群 5–6匹から得られた個々の値とその平均値で表示した。統計学的解析は SPSS 
version 21.0（IBM）を使用し、2 群間の比較は Student’s t-test を用いた。また、
多重比較では、Tukey-Kramer test を用い、いずれも p < 0.05の場合に有意であ
ると判定した。 
Gene Forward sequence (5′-3′) Reverse sequence (5′-3′) References 
CYP1A1 GCTGAGGCTCAACTGTCTTCCA GGCTTTGCAAGGACAAGGAGA 84) 
CYP1A2 ACGTGAGCAAAGAGGCTAACCA ATTAGCCACCGATTCCACCAC 84) 
CYP2B1 CAAGGAGAGTGGCATTGGAAAA AGGCCATTCCCAACAGAGAACTG 84) 
CYP2C11 CGCACGGAGCTGTTTTTGTT GCAAATGGCCAAATCCACTG 84) 
CYP2D2 GCAAAGTCTTCCCCAAGCTCA GGAAGGCATCAGTCATGTCTCG 84) 
CYP2E1 GGTTTTCCCTAAGCATTCTCCG GGTCTTTTTGAGCTCCTCCACC 84) 
CYP3A1 GCCTTTTTTTGGCACTGTGCT GCATTTGACCATCAAACAACCC 84) 
CYP3A9 TATCACATGGACCAGAAACC CCACAGAAAACAACTTGCAC 85) 
mdr1a AGGCAATGGCAACATTTTTTGGTGG GATAAGCAGAAAAGCTGCACCCATG 86) 
β-actin GGTCCACACCCGCCACCAGTT ACCCATACCCACCATCACACCCTG 82) 
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第 3項 結果 
コントロール群において、小腸部位ごとの CYP の mRNA発現量を比較したと
ころ、いずれも小腸下部、小腸中部、小腸上部の順に発現量が上昇し、小腸上
部と小腸下部ではすべての CYP において発現量に有意差が認められた（Fig. 15）。
対照的に、mdr1aの発現量は小腸下部において最も高い傾向が認められた（小腸
上部 vs 小腸下部、p = 0.0503）。INM投与群の非潰瘍部および潰瘍部における
CYP1A1 および CYP3A9 の発現量は、小腸上部と比較して小腸下部において有
意な低下が認められ、対照的に mdr1aでは小腸下部で小腸上部よりも発現量が
高かった（Fig. 15）。すなわち、非潰瘍部・潰瘍部における CYP および mdr1a
の mRNA発現は、コントロール群と同様の傾向を示した。また、非潰瘍部・潰
瘍部における CYP および mdr1a の発現量をコントロール群と比較したところ、
小腸上部の CYP2D2のmRNA発現量が潰瘍部でコントロール群と比べて有意な
低下を示した以外は、コントロール群と非潰瘍部・潰瘍部での CYPおよび mdr1a
の mRNA発現に違いは認められなかった（Fig. 15）。 
INM投与群の肝臓では、CYP2C11、CYP2E1および CYP3A1 の mRNA発現量
は、コントロール群に比較していずれも有意に低下した（Fig. 16）。CYP1A2、
CYP2B1、CYP3A9およびmdr1aの発現量は、INM投与群でそれぞれ 18.9%、63.2%、
52.3%および 34.4%低下したが、統計学的な差は認められなかった（Fig. 16）。 

























































































































































Fig. 15. Changes in CYP and mdr1a mRNA expression in the small intestine of rats with 
INM-induced SIU. Animals were sacrificed 24 h after INM administration. Total RNA was 
extracted from the upper, middle and lower small intestine. Expression levels of CYP and 
mdr1a mRNA were determined by real-time PCR. The data for mRNA expression in samples 
for the non-SIU and SIU groups (open and closed triangles, respectively) are expressed as the 
ratio to the mean value for each target gene in the upper intestine of the control group (open 
circle). Points represent individual data, and bars represent the mean for 5–6 rats per group. *p 
< 0.05, statistically significant. 
 














































Fig. 16. Changes in CYP and mdr1a mRNA expression in the liver of rats with INM-induced 
SIU. Animals were sacrificed 24 h after INM administration. Total RNA was extracted from 
the liver. Expression levels of CYP and mdr1a mRNA were determined by real-time PCR. The 
data for mRNA expression in samples for the SIU group are expressed as the ratio to the mean 
value for CYP1A2 mRNA in the liver of the control group. Points represent individual data for 
the control group (open circle, N=5) and INM-induced SIU group (open square, N=6), and 
bars represent the mean for each group. 
*
p < 0.05, statistically significant. 
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第 4節 INM誘発小腸粘膜障害モデルラットでの VCMの 
血漿中濃度変化 
 
第 3節では、小腸粘膜障害モデルラットの小腸および肝臓での CYP および











第 1項 実験材料および試薬調製方法 
1-1. 使用動物 













1) 20 mg/mL VCM 溶液（静脈内投与） 
塩酸バンコマイシン散 0.5「MEEK」を生理食塩液で溶解して 20 mg/mL
溶液を調製した。 
2) 250 mg/mL VCM 溶液（十二指腸内投与） 
塩酸バンコマイシン散 0.5「MEEK」を生理食塩液で溶解して 250 mg/mL
溶液を調製した。 
 
第 2項 実験方法および統計学的処理 
2-1. 血清中の生化学的パラメーターの測定 






溶媒あるいは 10 mg/kg INM を皮下投与 24時間後、コントロール群および
INM 投与群のラットにペントバルビタールを 40 mg/kgの用量で腹腔内投与し
麻酔を施した。VCM を静脈内投与する場合、ラットの大腿静脈にヘパリンナ
トリウム（10 U/mL）を満たしたカニューレを挿入した。ラットに 20 mg/mLの
VCM 溶液を 1 mL/kg の用量で大腿静脈に挿入したカニューレより静脈内に投




露出させ、胃体部より幽門部を介して 26G注射針を用いて 250 mg/mLの VCM
溶液を 2 mL/kgの用量で十二指腸内に投与した。投与後、切開した腹部を縫合
した。サンプルは、VCM の投与前および投与後 10、20、30、45、60、90 およ
び 120分に頸静脈より採血した。 
採取した血液はヘパリン処置したチューブに移し、9,000 × g、10分間、室温






血漿中の VCM 濃度は高速液体クロマトグラフィー（high-performance liquid 
chromatography: HPLC）により定量した。血漿 120 μLに 60%過塩素酸 10 μLを
加えて混和することで除タンパク処置を行い、6,000 × g、10分間、4°C で遠心
分離し、その上清 50 μLを HPLC 測定用試料とした。HPLC には、LC-10A（島
津製作所）、分析カラム Nucleosil 120 C18（5 μm, 150 × 4.6 mm i.d., Chemco 
Scientific）、UV検出器 SPD-10AV（島津製作所）を用いた。HPLC の測定条件
は、移動相 50 mM リン酸アンモニウム緩衝液（pH 4.0）：アセトニトリル=97 : 
3、流速 1.0 mL/min、カラム温度 40°C、検出波長は 220 nm とした。本条件での








得られた値の平均±標準偏差で表示した。統計学的解析は SPSS version 21.0
（IBM）を使用し、Student’s t-test を用いて p < 0.05 の場合に有意であると判定
した。 
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第 3項 結果 
コントロール群および INM投与群では、VCM の静脈内投与後の血漿中濃度
推移に統計学的な違いは認められず（Fig. 17A）、その際の血中濃度–時間曲線




一方、VCM を十二指腸内投与した場合、INM 投与群の 5匹中 3匹で血液中
に VCM が検出された。このうち 2匹では、VCM の血中濃度は経時的に増加す
る傾向にあり、残り 1 匹は一過性の上昇に留まった（Fig. 17B）。VCM の血漿
中濃度の最高値は、投与後 120分の 4.8 μg/mLであり、血漿中濃度が測定でき
た 3例から算出した AUC0-120は、それぞれ 14.7、305.4および 362.0 μg∙min/mL
であった。対照的に、コントロール群では全ての個体で血液中に VCM は検出
されなかった（Fig. 17B）。 










































































Fig. 17. Plasma concentration-time profile of VCM in rats with INM-induced SIU. The studies 
after single intravenous or intraduodenal administration of VCM were conducted in rats 24 h 
after the INM administration. (A) VCM was administered intravenously at a dose of 20 mg/kg 
body weight. Each point represents the mean ± S.D. of control (open circles) and SIU (closed 
circles) rats (N=3 each). (B) VCM was administered intraduodenally at a dose of 500 mg/kg 
body weight. The plasma concentration-time profiles of VCM was described for each 
individual rat in control (open symbols, N=4) and INM-induced SIU (closed symbols, N=5) 
groups. 
 
Table 15. Biochemical data of rats with INM-induced SIU 
Data are presented as the mean values ± S.D. for 5–6 rats per group. 
 
Control (N=5) INM-induced SIU (N=6) 
Serum creatinine (mg/dL) 0.78 ± 0.08 0.72 ± 0.13 
BUN (mg/dL) 14.8 ± 1.5 16.3 ± 4.8 
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観察される 75, 88)。本研究においても、ラットに INMを 10mg/kgの用量で皮下投
与することにより、24 時間後に小腸下部に著明な潰瘍面積の増大が観察され、




れている 76, 77, 91-93)。実際に NSAIDs服用患者では、プロトンポンプ阻害薬（PPI）
の服用により小腸粘膜障害が増悪することが報告されており、その要因として
PPIの酸分泌抑制作用による腸内細菌叢の変化が指摘されている 94, 95)。腸内細菌







INM投与群の肝臓では、コントロール群と比較して iNOS および TNF-αの
mRNA発現量の有意な上昇が認められた。さらに、INM投与群では血清中の総
蛋白およびアルブミン濃度、A/G比の低下が観察され肝機能の低下が認められ
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した。しかし、それ以外の CYP および mdr1aの潰瘍部における mRNA発現量
は、非潰瘍部およびコントロール群と比較して有意差が認められなかった。対
照的に、肝臓では、INM 投与群において CYP2C11、CYP2E1 および CYP3A1
の mRNA発現量がコントロール群に比べ有意に低下していた。これらの分子種
は、本研究の検討対象とした CYP のなかでも肝臓での発現量が相対的に高い分
子種である。ヒトにおいて CYP2C、CYP2Eおよび CYP3Aは肝臓での CYP 発
現量のそれぞれ約 25%、9%および 40%を占め、様々な薬物の代謝に関与してい
ることが知られている 99)。また、肝機能障害時における CYP 活性の変動には
分子種間に差異が見られることが明らかとなっており、CYP2C、CYP2E および
CYP3A はその酵素活性が低下することが報告されている 6, 13)。一方、肝臓での
CYP2D2 の発現量は、小腸潰瘍部とは異なり低下は認められなかった。CYP2D
分子種は、イミプラミンやアミトリプチリンなどの三環系抗うつ薬、パロキセ





トの肝臓での CYP2D 分子種の発現量は、小腸に比べておよそ 40倍高いことが
報告されており 100)、CYP2D 分子種の発現低下が小腸でのみ認められる場合、
薬物代謝に対する影響は小さいと考えられる。今回の検討から、INM による小
腸粘膜障害は、小腸よりも肝臓において CYP の mRNA発現に影響を及ぼす可





















う薬物吸収の増大および肝臓での CYP の mRNA発現低下により、薬物の生物
学的利用能が変動する可能性が示唆された。特に、前者の小腸における薬物吸
収の増大は、多くの薬物で起こり得る可能性がある。これまで、NSAIDs によ
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TNF-α、IL-1β および IL-6の mRNA発現の上昇が認められた。 
 
3. INM投与群の肝臓では、iNOS および TNF-α の mRNA発現の有意な上昇が
認められた。 
 









6. INM投与群の肝臓では、CYP2C11、CYP2E1および CYP3A1 の mRNA発現
量はコントロール群と比較して有意な低下が認められた。 
 
7. VCM を十二指腸内に投与した場合、コントロール群では血液中に VCM は












1. 潰瘍性大腸炎モデルの肝臓および小腸における CYP3Aおよび P-gp の発現
変動による薬物動態への影響 
DSS 誘発潰瘍性大腸炎モデルマウスでは、肝臓および小腸上部において炎症















び CYP3A1 の mRNA発現量の減少が認められ、さらに血清中の総蛋白および
アルブミン濃度の低下から肝機能低下が示唆された。また、難吸収性薬物であ







究では、肝臓での CYP 発現量の低下が共通して認められた（Fig. 18A、18B）。













































Fig. 18. Change mechanism of the bioavailability of the drugs in mouse with 
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